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Resumen
Se revisa el estado taxonómico de Gastrotheca peruana usando métodos filoge-
néticos en base a secuencias de 16S rRNA. Los árboles de máxima verosimilitud y 
Bayesiano mostraron que las variantes génicas de G. peruana forman dos clados que 
no son hermanos. Uno de estos clados se distribuye en el norte de Perú, incluyendo 
un individuo procedente de la localidad típica de G. peruana dissimilis. El segundo 
clado está restringido al centro de Perú y contiene individuos de las localidades tipo 
de dos formas nominales, G. p. peruana y G. p. junensis, y es hermano de G. aratia. 
De esta forma, reconocemos dos especies dentro de lo que actualmente se conoce 
como G. peruana. Restringimos Gastrotheca peruana a las poblaciones del centro 
de Perú (departamentos de Ancash, Lima, Pasco y Junín) y asignamos Gastrotheca 
dissimilis a las poblaciones de los departamentos de La Libertad y Cajamarca. 
Abstract
The taxonomic status of Gastrotheca peruana is evaluated using phylogenetic 
methods and 16S gene sequences. The maximum likelihood and Bayesian trees 
showed that the genetic variants of G. peruana form two clades that are not sister to 
each other. One of these clades is present in northern Perú and includes a specimen 
collected at the type locality of G. peruana dissimilis. The other clade is restricted 
to central Peru and contains individuals from type localities of two nominal forms, 
G. p. peruana and G. p. junensis, and is sister to G. aratia. Our results suggest that 
G. peruana sensu lato currently encompass two species. We restrict Gastrotheca 
peruana to populations from central Perú (departments of Ancash, Lima, Pasco and 
Junín) and assign populations from departments of La Libertad and Cajamarca to 
Gastrotheca dissimilis.
IntroducciónLas especies del género Gastrotheca son conocidas como ranas marsu-piales porque las hembras presentan una bolsa de reproducción cerrada ubicada en el dorso donde alojan a los embriones (Duellman & Fritts 1972, Duellman 2015). Son conocidas 70 especies de Gastrotheca, distribuidas en Costa Rica, Panamá, las regiones andinas de Ecuador, Colombia, Perú, Bolivia y Argentina, en la cuenca alta de la Amazonía, en el este de Vene-zuela, en el escudo de Guyana y en los bosques costeros del Atlántico en Brasil (Blackburn & Duellman 2013, Duellman 2015, Duellman & Venegas 
2016, Frost 2019). El primer estudio filogenético del género Gastrotheca fue el de Wiens et al. (2007), donde se reconocen 46 especies utilizando tres marcadores mitocondriales y dos nucleares; los resultados presentaron al 
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tintas localidades, incluyendo de la localidad típica, asig-nados a Gastrotheca peruana.
Materiales y métodos
Material biológico.- Se examinaron 11 especímenes 
depositados en la colección científica del Departamen-to de Herpetología del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (MUSM), seis de ellos colectados recientemente fueron asignados a 
Gastrotheca peruana, procedentes de la localidad tipo en Caraz (MUSM 34886), región de Pasco (MUSM 34909), Cajamarca (MUSM 32773), La Libertad (MUSM 32123), Ancash (MUSM 32789) y Lima (MUSM 34880). Los cinco especímenes restantes pertenecen a Gastrotheca phello-
derma (MUSM 33350), Gastrotheca marsupiata (MUSM 33444), Gastrotheca sp. 1 (MUSM 33319), Gastrotheca sp. 2 (MUSM 32794) y Pleurodema marmoratum (MUSM 33449); los dos ejemplares asignados como sp. provienen de localidades poco muestreadas y presentan caracteres morfológicos que las diferencian de otras especies cono-cidas de tales localidades. Pleurodema marmoratum fue usada como grupo externo (ver abajo). Los ejemplares de-positados en la colección fueron preservados en formalde-hido al 10% y almacenados al 70% en alcohol etílico (Mc-
Diarmid 1994), mientras que sus tejidos fueron fijados en alcohol al 96% y depositados en la colección del Departa-mento de Herpetología del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (MUSM).
Análisis Filogenético
Generación de secuencias de ADN.- Se extrajo el ADN genómico de muestras de hígado. Porciones de los tejidos extraídos fueron procesados empleando el equi-po de extracción Wizard ® SV Genomic DNA Purification 
System (Promega ©), siguiendo el protocolo indicado por 
el fabricante. Se amplificó un fragmento del gen 16S vía PCR usando los iniciadores 16sar-F (CGCCTGTTTATCAA-AAACAT) y 16sbr-R (CCGGTCTGAACTCAGATCACGT); el 
segundo difiere en una base (A por S) del reportado por 
(Wiens et al. 2007) y siguiendo el protocolo de amplifica-ción: desnaturalización inicial a 94 °C por 2 minutos, 35 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 30 segundos, ali-neamiento a 57 °C por 30 segundos, extensión a 72 °C por 
2 minutos y una extensión final a 72 °C por 10 minutos. La limpieza y secuenciación de los amplicones (producto del PCR) se hizo en un servicio externo (Macrogen, Inc., Seoul, South Korea). Las 11 secuencias obtenidas fueron editadas usando CodonCodeAligner v.6.0.2 (Genecodes Cor-
poration ®).
Inferencia filogenética.- Las 11 secuencias generadas se integraron en una matriz con otras 12 secuencias obte-nidas de Genbank. De estas últimas, dos pertenecen a Gas-
trotheca peruana, especímenes procedentes de Cajamarca (KU 181740) y Junín (KU 207815); el resto de las secuen-cias corresponde a otras especies de Gastrotheca que se distribuyen por los Andes del noreste y centrales de Perú y sur de Ecuador (Blackburn & Duellman 2013). Las 23 secuencias fueron alineadas usando el software MUSCLE (Edgar 2004); el alineamiento fue inspeccionado visual-mente con MEGA 7 versión 7.0.14 (Kumar et al. 1994). El 
género Gastrotheca como monofilético. Posteriormente Blackburn y Duellman (2013) reportan 56 especies em-pleando dos marcadores mitocondriales y dos nucleares; 
sus resultados indicaron que el género es monofilético y contiene seis clados ampliamente distribuidos; dos de estos ubicados en los Andes del noreste y centrales y con-tienen la mayor diversidad de especies (46), de las cuales (14) se distribuyen en Perú. En Perú se conocen 29 especies de Gastrotheca (Duell-man & Venegas 2016, Frost 2019). Estas especies han sido caracterizadas en base a la morfología, coloración corpo-ral, modo de desarrollo larval, osteología craneal y caracte-res moleculares (Boulenger 1900, Barbour & Noble 1920, Vellard 1957, Duellman & Fritts 1972, Trueb & Duellman 1978, Duellman 1987, Duellman & Hillis 1987, Duellman et al. 2001, Duellman et al. 2004, Duellman & Venegas 2005, Duellman et al. 2006, Catenazzi & Lehr 2009, Catenazzi & von May 2011, Duellman et al. 2011, Lehr & Catenazzi 2011, Duellman 2013, Duellman & Venegas 2016). Una de las especies de Gastrotheca que se distribuye en el Perú es Gastrotheca peruana (Boulenger 1900); su localidad tipo se ubica en el distrito de Caraz, provincia de Huaylas, departamento de Ancash y es parte del clado “Andes centrales” junto con otras 22 especies (Boulenger 1900, Blackburn & Duellman 2013). Gastrotheca peruana 
sensu lato se distribuye hacia el sur de la localidad tipo hasta la región de Junín, en la Cordillera Central a eleva-ciones de 4000 – 4600 m en la cabecera de la cuenca del rio Mantaro y vertiente del Nudo de Pasco. Hacia el norte de la localidad tipo llega a Cajamarca, en la Cordillera Oc-cidental a elevaciones de 2300 – 3350 m en la parte alta del valle del río Marañón y 2300 – 3520 m en la vertiente 
del Pacífico (Boulenger 1900, Vellard 1957, Duellman & Fritts 1972, Duellman & Venegas 2005, Aguilar et al. 2007, Duellman et al. 2014, Duellman 2015). Investigaciones previas sugieren que G. peruana tal cual se delimita actualmente puede ser un complejo de subespecies y especies (Vellard 1957, Duellman 2015). Vellard (1957) planteó que G. peruana está dividida en tres subespecies, la forma G. p. peruana que se distribu-ye desde la localidad tipo hacia el norte hasta la región de Cajamarca, G. p. dissimilis que se distribuye al norte de la localidad tipo en la región de La Libertad y G. p. junensis al sur de la localidad tipo en la región de Pasco. El lago de Punrún, localidad tipo de G. p. junensis, se localiza en la región de Pasco (Cosme & Silva 2016). El reconocimiento de estas formas se basó en diferencias de índices cefáli-cos, longitud de las patas y patrón de pustulación en la piel 
dorsal. Duellman (2015) estudiando la variación geográfi-ca de 36 especímenes de G. peruana procedentes de Caja-marca, Ancash, Huánuco y Junín, encontró que la longitud hocico cloaca (LHC), ancho de la cabeza (AC), ancho del párpado (AP), longitud del pulgar (LPU) y diámetro del ojo (DO), eran mayores en especímenes de poblaciones de Cajamarca y Ancash que en los individuos de Huánuco y Junín, sugeriendo que un análisis con tecnicas molecu-lares podria revelar especies crípticas. En el presente es-tudio mediante analisis de variación del gen 16S rRNA se evaluó el grado de diferenciación entre individuos de dis-
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modelo evolutivo de sustitución nucleotídica que se ajus-tó a los datos, según el criterio de información bayesiana (BIC por sus siglas en inglés) implementado en jModelTest v.2.1.7 (Darriba et al. 2012), fue TIM2+G (estimación de parámetros: -lnL= 2253.6383, p= 51). Se realizó un análi-sis de Máxima Verosimilitud (ML) en CIPRES Science Ga-teway (Miller et al. 2010) con RAxML 8.2.10 (Stamatakis 2014), usando el modelo general de tiempo reversible con 
sitios invariables y distribución gamma (GTR+I+Γ; -lnL = 2251.0102, p= 54), dado que el modelo TIM2+G no está implementado en RAxML. El soporte relativo de los clados se evaluó con 1000 réplicas de Bootstrap. La inferencia bayesiana (B) fue realizada en MrBayes 3.2.6 (Huelsenbeck & Ronquist 2001), y el modelo TIM2+G 
fue reemplazado por el modelo GTR+I+Γ dado que el pri-mero no se puede implementar en dicho programa (ver un escenario similar en Lecocq et al. 2013). El análisis in-cluyó cuatro cadenas de Markov Monte Carlo (mcmc), que se llevaron adelante por 20 millones de generaciones, las que fueron muestreadas cada 1000 generaciones. El pri-mer 25% de los datos muestreados fue descartado y se retuvieron aquellos árboles y valores de parámetros de la zona de convergencia. Para la interpretación de inferen-
cias filogenéticas, consideramos como evidencia de un buen apoyo soportes de Bootstrap (BS) mayores a 70% y probabilidades posteriores (PP) mayores al 95% (e.g., Blackburn & Duellman 2013, Quyen et al. 2015, Wang et al. 2015, Luza et al. 2015, Huang et al. 2016, Song et al. 2016).
Resultados 
Inferencia filogenética.- En las 23 secuencias de 502 
pares de bases se identificaron 23 haplotipos, uno de ellos proveniente de la localidad tipo de Gastrotheca peruana 
(Tabla 1). Los resultados filogenéticos muestran que las secuencias de Gastrotheca peruana forman dos clados principales que cuentan con buen apoyo. El primer clado (BS= 76; PP= 0.99) está formado por haplotipos de espe-címenes provenientes de las regiones de Cajamarca (pro-vincias de Celendin y Hualgayoc) y la Libertad (provincia Sánchez Carrión). El segundo clado (BS= 94; PP= 1) está formado por haplotipos de especímenes provenientes de Ancash (provincias de Huaylas y Bolognesi), Lima (pro-vincia Oyón), Pasco (provincia Daniel Alcides Carrión) y Junín (provincia de Junín) (Figs. 1 y 2). El clado 1 (Cajamarca y La Libertad) se distribuye por la Cordillera Occidental a elevaciones altas (3294 – 4000 m) en el valle del río Marañón y Nudo de Mollepata; el clado 2 (Ancash, Lima, Pasco y Junín) por la Cordillera Occidental a elevaciones altas (3726 – 4388 m) en el valle del río Santa y la Cordillera de Huayhuash en la 
vertiente del Pacífico y por la Cordillera Central (4000 – 4115 m) en la cabecera de cuenca del río Mantaro y Nudo de Pasco. Ambos clados no son hermanos. El clado 2 es hermano de G. aratia, una especie que morfológica-mente se diferencia de G. peruana y se distribuye a eleva-ciones bajas (2560 – 2875 m) en el valle del río Chatano, un tributario del río Chamaya que llega al río Marañón. La localidad tipo de G. aratia se encuentra en Cajamarca 
Figura 1. Topología del árbol filogenético derivado de haplotipos del gen 16S de Gastrotheca. Se presenta los valores de 
soporte Bootstrap y probabilidad posteriores (BS/PP)
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(provincia Cutervo) que está ubicada más al norte de las localidades registradas para los clados 1 y 2 (Duellman 
et al. 2014). El grupo monofilético formado por el clado 2 de G. peruana y G. aratia tiene apoyo moderado (BS= 72; PP= 0.72). El clado 1 de G. peruana es hermano de este grupo formando un clado más inclusivo con valores alto de soporte (BS= 89; PP= 1).
Gastrotheca sp. 1 (MUSM 33319) de San Martin (pro-vincia Rioja) aparece como hermana a G. spectabilis en una relación que tiene apoyo alto (BS= 100; PP= 1); mientras que G. sp. 2 (MUSM 32794) de Cajamarca (provincia San Ignacio) es hermana de G. abdita en una relación fuerte-mente apoyada (BS= 100; PP= 1). La formalización de es-tas dos especies candidatas como nuevas especies queda pendiente a la corroboración de su distinción mediante análisis más detallados que deben incluir una serie mayor de especímenes y evidencia morfológica.
Discusión
Delimitación de especies.- Las especies son utiliza-das como elementos de análisis en diversas disciplinas 
tales como ecología, biogeografía y la biología de la con-servación (Navas et al. 2013, Catenazzi et al. 2013, Cap-inha et al. 2017). Debido a que los límites de las especies deben tratarse como hipótesis pasibles de ser puestas a prueba (Fitzhugh 2005, Yeates et al. 2011, Aguilar et al. 2013), cada método empleado, con su respectivo conjun-
to de datos, corrobora o falsifica determinado esquema de delimitación.Nuestros resultados, basados en un marcador mito-condrial, sugieren que Gastrotheca peruana representa 
dos linajes de nivel específico. El primer linaje (clado 1 en Figs. 1 y 2) se distribuye por las regiones de Cajamarca y La Libertad, para esta última región se incluye la provincia 
de Huamachuco de donde proviene el ejemplar analizado (MUSM 32123) y que es el lugar de registro del lectotipo de Gastrotheca peruana dissimilis (Vellard 1957, Morales et al. 1990). De esta forma, los especímenes de Gastrothe-
ca peruana que se distribuyen por las regiones de este clado se asignan a G. dissimilis, la que es aquí reconocida a nivel de especie. El segundo linaje (clado 2 en Figs. 1 y 2) tiene como distribución las regiones de Ancash, Lima, Junín y Pasco. Entre los especímenes analizados en el cla-do 2 se incluye un ejemplar (MUSM 36589) topotípico de 
G. peruana (i.e., colectado en la localidad tipo: distrito de Caraz, región Ancash) y el ejemplar (MUSM 34909) topo-típico de Gastrotheca peruana junensis. Por lo tanto, las poblaciones de Gastrotheca peruana que se distribuyen 
por las regiones de este segundo grupo monofilético son asignados a Gastrotheca peruana sensu stricto. Vellard (1957) en base a diferencias en índices cefá-licos, longitud de las patas y patrón de pustulación en la piel dorsal, planteó que G. peruana está dividida en tres subespecies (Fig. 3). En el presente estudio, los resultados basados en secuencias de ADN, no corroboran la hipótesis de Vellard (1957). Los especímenes examinados de am-bos clados pueden ser diferenciados morfológicamente en base a ocho caracteres (Fig. 4): 1) textura de la piel dorsal, 2) diseño del tímpano, 3) tubérculos ventrolaterales a la cloaca, 4) longitud de separación entre el tímpano-ojo, 5) fórmula de la membrana en los dedos del pie, 6) porcenta-je de la longitud de la tibia en relación a la longitud hocico cloaca, 7) porcentaje de la longitud del pie en relación a la longitud hocico cloaca y 8) patrón de color del iris (en vida). Duellman (2015) encontró cinco variables morfo-métricas que diferencian dos morfototipos de G. peruana 
s.l.; un morfotipo corresponde a las poblaciones Cajamar-
Figura 2. Distribución geográfica de los clados de Gastrotheca perua-
na sensu lato; azul: clado 1 o G. dissimilis (Cajamarca y La Libertad); 
rojo: clado 2 o G. peruana sensu stricto (Ancash, Lima, Pasco y Junín). 
Figura 3. Distribución geográfica de las tres subespecies de Gas-
trotheca peruana propuestas por Vellard (1957). Rojo: G. peruana 
peruana (Ancash y Cajamarca). Azul: G. peruana dissimilis (La Liber-
tad). Naranja: G. peruana junensis (Pasco y Junín). 
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ca-Ancash y el otro a aquellas de Huánuco-Junín; esta evi-dencia le permitió sugerir que análisis moleculares podría revelar la existencia de especies crípticas dentro de G. 
peruana s.l.. Nuestros estudios, basados en secuencias de ADN, corroboran la hipótesis de Duellman (2015) y nos permiten decir que G. dissimilis es una especie distinta de 
G. peruana s.s.. Estudios adicionales en progreso por el pri-mer autor pondrán a prueba esta hipótesis.
Distribución, historia natural y estado de conser-
vación de Gastrotheca peruana.- Actualmente G. pe-
ruana s.l. se encuentra como categoría de “preocupación menor” en la lista de especies amenazadas de la Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza, de-bido a su distribución en un amplio rango de hábitats y presuntos tamaños poblacionales grandes y estables (IUCN SSC ASG 2018). A raíz de los resultados del presen-te estudio, en que se reconocen dos especies, el grado de amenaza de G. peruana y G. dissimilis debe ser evaluado a la luz de las distribuciones conocidas de ambas especies, que incluyen áreas bajo concesión minera en las regiones de Cajamarca, La Libertad y Ancash (Aguilar et al. 2012). El nuevo espécimen de Gastrotheca peruana registrado y examinado del distrito de Caraz, fue encontrado fue-ra del Parque Nacional Huascarán; otros especímenes fueron observados en la zona de amortiguamiento y al interior del área protegida; el espécimen examinado fue encontrado debajo de piedras, rocas y a orillas del ria-chuelo y se encuentran en sintopía con la lagartija Liolae-
mus chavin (Liolaemidae) (Aguilar et al. 2013). La diversidad de especies del género Gastrotheca en el Perú está siendo subestimada y las amenazas antró-picas son evidentes fuera de áreas naturales protegidas (Aguilar et al. 2010), es necesario por tanto promover su conservación evaluando la tendencia poblacional de las especies de Gastrotheca con énfasis en aquellas endémi-cas de Perú. 
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